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となっている(Aritaki, 2013; Aritaki and Tagawa, 2012; Seikai et al., 1987c; 
有瀧, 2013)。ヒラメの種苗生産で出現する形態異常には、骨格異常(脊椎骨、尾
骨、顎骨の異常)と体色異常(無眼側黒化、有眼側白化)がある(Aritaki, 2013; 
Aritaki and Tagawa, 2012; Miki et al., 1988; Sawada et al., 2001; Seikai, 
1985a; Seikai, 1991; Seikai et al., 1987b; Seikai et al., 1987c; Takahashi, 
1994; 有瀧, 2013)。これまでの研究により、変態期が骨格異常や体色異常に感
受性の高い時期であることが明らかにされている(Dedi et al., 1997; Haga et 





(Dedi et al., 1997; Estevez et al., 1997a; Estevez et al., 1997b; Kanazawa, 
1993; Miki et al., 1988; Miki et al., 1989; Seikai, 1985b; Tabata, 1991; Yoo et 
al., 2000)。そして、初期試料の栄養強化や卵質の改善および仔魚養成中の環境
改善により白化の発生は徐々に減少し、養殖現場でほとんど問題にならないほ
どに改善された(Iwata and Kikuchi, 1998; Kanazawa, 1993; Miki et al., 
1989; Seikai, 1985b; Seikai, 2003; Seikai et al., 1987c; Yamamoto et al., 
1992)。さらに、栄養強化による白化防除の効果物質はビタミン A(VA)である




の発生率が高くなり、新しい問題が生じた(Dedi et al., 1997; Sawada et al., 




の栄養要因(給餌頻度、ビタミ A, C, D, K、トリプトファン、不飽和脂肪酸、リ
ン、亜鉛、セレニウムなどの過不足)、遺伝的背景(倍数化、系統による感受性





酸(RA)が検出されることから、動物プランクトン内で VA が RA に転換されて
いる可能性が示唆されている(Takeuchi et al., 1998)。また、異なる濃度の RA
をヒラメ仔魚に経口投与すると、濃度依存的に形態異常が発生し、特徴も VA
で生じる異常と一致したことから、VA で栄養強化した初期飼餌料による生じ
る形態異常は、代謝された RA が原因物質であることが示唆されている(Haga 
et al., 1999)。特にヒラメの場合、変態期クライマックスに相当する G 期前後
の仔魚にわずか数日間、VA 強化アルテミアを給餌しただけで、脊椎骨融合と
無眼側黒化が発生することが明らかにされている(Dedi et al., 1997; Haga et 
al., 2002a; Haga et al., 2002b; Haga et al., 2002c; Tarui et al., 2006)。 
VA は、生体内でレチノール脱水素酵素(Adh)によりレチナールに転換され、





っている(Haga et al., 2011; Mangelsdorf and Evans, 1995; Schilling et al., 
2012)。Cyp26 は cytochlome P450 のメンバーで、RA を特異的に酸化する不活
化酵素であり、RA は Cyp26 によって分解される(Schilling et al., 2012)。RA
は発生に必須であり、正常発生では RA の合成と分解により RA 濃度が一定のレ
ベルに維持される調節システムがある。しかし、RA の過剰や欠乏は RA 応答遺
伝子の発現に影響して発生異常が誘起されることが知られている(Haga et al., 





見されて以来、内分泌学的な研究が活発に進められてきた(Inui and Miwa, 1985; 
Inui et al., 1995)。一方、私が所属する研究グループでは、発生生物学の視点か
ら研究を進めており、これまでに眼球移動のメカニズムについて、内臓の非対称
性を制御するノダル経路が変態前期に間脳左側で発現して、眼位を調節している















に着目しつつ、次の 4 つの章に分けて研究を行った。 
 
















第 3章 レチノイン酸による脊椎骨異常の誘起機構 
飼餌料中の VA 過剰や RA 処理は、脊椎骨異常を誘導することが知られてい
るが、脊椎骨を構成するどの組織が影響を受けるのか、また処理後に脊椎異常
がどのように進行するかは分かっていない。この点を理解するために、実験的
に RA で脊椎骨異常を誘導し、骨異常の進行過程を追跡した。 
 








第 1 章 
遺伝子マーカーを併用したヒラメ仔魚の発生ステージング 
 
1. 1 要 旨 
ヒラメ仔魚の発生ステージは、一般に、Minami (1982)による外部形態の記載





















期の発生過程で形成される(Kaneko et al., 2016)。また、大部分の硬骨魚類では
胃は最初の摂餌時期にはまだ発生しておらず (Infante and Cahu, 2001; 
Kurokawa and Suzuki, 1996)、胃腺の指標である pepsinogen 発現は最初の摂餌
から遅れて変態期に始まる(Darias et al., 2007; Darias et al., 2005; Douglas et 
al., 1999; Gawlicka et al., 2001)。これは、孵化前の胚発生の間に骨格と胃腺が形









ちで硬骨が無眼側に形成されること(Okada et al., 2001; Okada et al., 2003)、
などが報告されている。また脊椎骨に関しては、G 期に脊索の分節形成と椎体
の形成が始まることが報告されている(Haga et al., 2011; Haga et al., 2002c)。 
消化器系については、ヒラメ仔魚の膵臓は摂餌開始時には、小型で未熟な状態
で、その後の仔魚発生の間に血管に沿って拡大し、変態完了期に高度に分岐した
成体型器官に発達することが報告されている(Kurokawa and Suzuki, 1996; 
Srivastava et al., 2002)。一方、胃は膵臓よりも後れて発生し、組織学的研究によ
ると、胃腺は変態クライマックス期に分化する(Gisbert et al., 2004; Tanaka et al., 
1996)。また胃腺の分化は甲状腺ホルモンによって促進される典型的な変態現象で
あることが示唆されている(Inui et al., 1995; Miwa et al., 1992; Soffientino and 
Specker, 2003)。胃腺形成により、動物プランクトンから微粒子配合飼料への切
り替えが可能となることから(Douglas et al., 1999; Infante and Cahu, 2001; 










1. 3 材 料 と方 法 
 
1. 3 - 1 供試魚 
組織観察実験では、2009 年に独立行政法人水産総合研究センター東北区水
産研究所宮古栽培漁業センターで受精、飼育したヒラメ仔魚を用いた。飼育水
温は 20 ℃、自然光下で飼育し、給餌は発達に応じて S 型ワムシ、アルテミア
および配合飼料を与えた。受精後 39 日(dpf)まで、3 日毎に仔魚を約 100 匹ず
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つ、4% paraformaldehyde (PFA)/phosphate buffed saline (PBS)とブアン液で固
定し、それぞれメタノールとエタノールに置換して-30℃で保存した。 
仔魚のライブイメージの写真撮影では、2010 年と 2011 年に独立行政法人水
産総合研究センター増養殖研究所で得られた受精卵を東北大学農学研究科研
究室に搬送し、研究室内で孵化から稚魚まで飼育を行った。飼育水は人工海水
を用い、40 L 水槽に収容し、エアストーンを使って通気を行い、水温は 20 ℃、




1. 3 - 2 ヒラメのステージング 
仔魚のステージングは、Minimi(1982)および Aritaki(2001)に従って A から










1. 3 - 3 軟骨染色 
既報(Suzuki and Kurokawa, 1996)に従い、alcian blue 8GX (Sigma, A5268) 
を用いて軟骨染色を行った。 
 
1. 3 - 4 硬骨染色 
硬骨の蛍光観察では、仔魚を 3% H2O2/1% KOH で脱色後、0.1% calcein 水
溶液を用いて室温で一晩染色し、蛍光像を観察した。 
 
1. 3 - 5 in situ hybridization 
WISH では、4% PFA 固定したサンプルを用いた。SISH 法では、エタノー
ル保存のブアン固定サンプルから 8 μm のパラフィン切片を作製した。染色操
作は既報のプロトコールに従って行い(Kurokawa and Suzuki, 2002; Suzuki 
et al., 2009)、アルカリフォスファターゼの発色基質には、NBT/BCIP (Roche 
Applied Science, Germany)を用いた。 
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1. 3 - 6 写真撮影と図表の作成 
 顕微鏡写真は、実体顕微鏡(Leica MZ16F, Leica, Germany)あるいは正立
顕微鏡(Leica DM2500, Leica, Germany)、Leica DFC500 カメラシステムを用
いて撮影した。写真は、Adobe Photoshop CS5 (Adobe systems, San Jose, CA)
を使って画質補正を行った。 
グラフは Excel 2010 (Microsoft)を用いて作成した。 
 
 
1. 4 結 果 
 
1. 4 - 1 仔魚発生とステージ 
Minami (1982)のヒラメ発生ステージの各ステージ(A～I 期)の仔魚のライブイ




C 期：伸長鰭条が 3 条形成され、尾鰭のくびれが始まる。 
D 期：伸長鰭条が 5 条形成され、尾鰭に lepidotrichia が形成される。 
E 期：伸長鰭条が最も伸長する。腹鰭原基、背鰭担鰭骨原基の形成が始まる。尾









今回の研究室内の飼育実験では、変態前期(F 期)には 21~24 日、変態クライマ
ックス期 (G 期)には 24~27 日で致達し、変態完了(I 期)まで 36~39 日を要した 
(Fig. 2A)。各ステージの平均全長を見ると、H~I 期で成長速度が加速したことが
分かる (Fig. 2B)。 
 
1. 4 - 2 軟骨形成 

















下尾骨の軟骨は、D 期から形成が始まり、F 期に完成した。 
腹鰭軟骨は、F 期に形成された。 
 
1. 4 - 3 硬骨形成 
A~I 期の各ステージの仔魚を calcein で染色し、硬骨の発生過程を図にまとめ





神経弓と血管弓の基部から始まり、骨化した椎体が I 期に完成した。 
背鰭・腹鰭の担基骨は、I 期に骨化を始めた。 
 
1. 4 - 4 胃腺の形成 
pepsinogen 発現をマーカーに使った ISH により、胃腺の発生時期および発達
過程を観察した(Fig. 5)。眼の移動が始まる変態初期(F 期)には、胃原基が形成さ








1. 4 - 5 膵臓の形成 
chymotrypsinogen 発現をマーカーに使った WISH により、膵臓の発達過程を




1. 4 - 6 幽門垂の形成 
解剖により幽門垂の発達過程を調べた(Fig. 6 右)。幽門垂は D 期に形成が始ま





1. 5 考 察 






また、内臓の左右差形成と異体類の眼位制御に機能する Nodal 経路 pitx2 遺伝
子の胚期と変態期における二回の発現時期(Suzuki et al., 2009)、色素芽細胞マー
カー遺伝子である gch2 の発現時期(Washio et al., 2013; Watanabe et al., 2008)、
および免疫系遺伝子(C3、IgM)の発現時期(未発表)と併せて、本実験で得られた主
要な成果をFig. 8 にまとめた 。これらの発生ステージングは、一般に使われてい
る Minami (1982)のヒラメ発生ステージに、機能的な注釈付けを補足したもので
あり、ヒラメの発生研究および種苗生産に役立つものと考える。 
pepsinogen 発現は、これまでに RT-PCR 解析により変態初期に始まることが
報告されていたが(Kurokawa et al., 2004)、pepsinogen の発現が胃腺でどのよう
に始まるのかは不明であった。今回、ISH 法による pepsinogen 発現解析により、
G 期に胃腺が胃幽門部に分化し始め、I 期に胃が成体型に完成することが示され
た。仔魚の成長は、変態後期の H 期から促進されたが(Fig. 2)、この時期に胃腺の
が発達することで餌を効率的に消化されるようになり、それにより成長が促進さ
れることが推定できる。ヒラメの胃腺は、chitinase (プランクトンの殻を構成す






れている(Darias et al., 2007; Darias et al., 2005; Douglas et al., 1999)。ヒラメ
では、胃は、G~I 期に腔内を酸性に維持する能力を獲得することが報告されてい



















































Fig. 5. 胃腺の発達過程．pepsinogen プローブを用いた ISH により胃腺を可視






























第  2 章  
レ チ ノ イ ン 酸 の 色 素 芽 細 胞 へ 影 響 と c y p 2 6 b 1 の  
体 色 左 右 差 形 成 へ の 関 与  
 








変態中期の G～H 期仔魚を 500 nM RA に浸漬したところ、浸漬開始 24 時間
で無眼側皮膚にも gch2 を発現する色素芽細胞が分化し、曝露終了 21 日後も
gch2 発現が無眼側で高く維持され、成魚になると無眼側皮膚が有眼側と区別で
きない程度にまで着色することが観察された。このような RA への感受性は、I


















2004; Maderspacher and Nusslein-Volhard, 2003; Mills et al., 2007; Parichy, 
2006; Parichy, 2007)。ヒラメには黒色素胞、黄色素胞および白色素胞が存在し、
いずれの色素胞も仔魚型は大型で樹状、成体型は小型でスポット状であり、仔
魚型から成体型への切り替えは変態期に起こる(Nakamura et al., 2010; Seikai, 
1992; Seikai et al., 1987a; Yamada et al., 2010)。ヒラメでも仔魚型色素胞は一
般的な魚類と同様に左右皮膚に分布し、成体型黒色素胞と黄色素胞が眼球移動
完了後に有眼側皮膚に限定的に分化することにより、有眼側が暗色、無眼側が
明色という左右非対称な体色パターンが形成される(Bolker et al., 2005; 
Nakamura et al., 2010; Parichy et al., 1999; Parichy and Turner, 2003; 
Seikai, 1992; Yamada et al., 2010)。 
本論文では、色素細胞の分化について、gch2 等の色素形成に関与する上流遺






とが報告されている(Washio et al., 2013; Watanabe et al., 2008; Yamada et 
al., 2010)。さらに、幹細胞の左右皮膚への遊走自体に左右差はなく、幹細胞か
ら色素前駆細胞への分化が有眼側限定的に起こることで、体色左右差が形成さ
れることが示唆されている(Washio et al., 2013)。しかし現在のところ、幹細胞
から色素前駆細胞への分化を有眼側に限定する発生機序は不明である。 
脊椎動物は、一般に背側に濃い色味の色素、腹側に薄い色味の色素が分布し、
背側が黒く、腹側が白いと言う背腹の体色パターンを示す(Candille et al., 
2004; Cerda-Reverter et al., 2005; Fukuzawa et al., 1995)。例えば、両生類の
ツメガエルは背側が暗色、腹側が明色という背腹の体色パターンを示し、これ
は背側に黒色素胞と黄色素胞、腹側に虹色素胞が分布することによる
(Fukuzawa and Ide, 1988)。このような背腹の体色パターンを制御する発生シ
ステムが、マウスで明らかにされている。すなわち、転写因子 Tbx15 は、
α-Melanocyte stimulating hormone (α-MSH)のアンタゴニストである Agouti 
signaling protein (Asip)の発現を負に調節する作用があり、Tbx15 が背側表皮
に特異的に発現して Asip 発現を抑制し、それにより Asip 発現が腹側に限定さ
れることにより、腹側での黒色素細胞の発生が抑制される(Hoekstra, 2006; 
Vrieling et al., 1994)。一方、最近、メダカにおいて、背鰭が腹鰭化し、背側体




















二つ目では、VA 過剰と RA 暴露が無眼側黒化を誘起することに着目し(Dedi et 








2. 3 材 料 と方 法  
2. 3 - 1 RT-PCR 
35 種類の色素分化関連遺伝子および zic1 の cDNA 配列をトラフグの NCBI 配
列データベースから取り出し、PCR プライマーを設計した(Table 1)。トラフグ稚
魚(生後約 3 ヶ月)の皮膚と筋肉をそれぞれ背側と腹側から採取し、ISOGEN 
with Spin Column (NIPPON GENE CO., LTD.)を使って total RNA を抽出し
た。1 µg の total RNA を、SuperScript First-Strand Synthesis System(Life 




2. 3 - 2 供試魚 
トラフグ稚魚は固定したものを増養殖研究所の宇治督氏より分与していた
だいた。 
受精後 26 日目(dpf)のヒラメ仔魚をマリンテック株式会社(Tahara Aichi, 
Japan)から購入し、東北大学農学研究科海洋生命遺伝情報システム学研究室で
飼育実験を行った。飼育水 には人工海水 (Marine Art Hi; Tomita 
Pharmaceutical Co., Naruto, Japan)を用いた。26〜53 dpf の間は、仔魚を 40 
L 透明水槽に収容し、スポンジ濾過システム(Tetra Billi Filter, Spectrum 
Brands, Tokyo, Japan)を用いて 600 ml /min で空気を供給し、2 日おきに水槽
水の 1/2 を交換した。水温は 20 ℃、光周期は 14 L : 10 D に維持し、アルテミ
アを 1 日 2 回給餌した。53〜121 dpf では、白底の 40 L 循環水槽システムで飼
育し、換水量は稚魚の成長に合わせ 1 日 2〜10 回転に調整した。水温は 20 ℃、
光周期は 14 L : 10 D に維持し、1 日 2 回配合飼料おとひめ(Marubeni Nisshin 
Feed Co, Tokyo, Japan)を給餌した。 
 
2. 3 - 3 RA 暴露 
all-trans レチノイン酸(RA: Wako Pure Chemical Industries, Ltd, Osaka, 
Japan)は、ジメチルスルホキシド(DMSO)に 1 mM で溶解し、RA ストック液
とした。RA 実験区では、RA ストック液を最終濃度が 500 nM になるように海
水に希釈した。対照区には、同量の DMSO のみを加えた。RA 曝露実験は、G
期から 3 日間、I 期から 3 日間の 2 通りを行った。 
購入した仔魚は、E〜G 期が混在していたため、G 期仔魚だけを選別し、2
つの 40 L 水槽に 200 匹ずつ収容した。RA 曝露は 29 dpf から 72 時間行った。
暴露期間中は、RA の分解を考慮して、24 時間毎に 1/2 の水槽水を交換し、所
定濃度になるように RA を補充した。暴露後、仔魚を通常海水に戻して 121 dpf
まで飼育した。 
I 期からの RA 暴露では、仔魚を 2 つの 40 L 水槽に 100 匹ずつ収容し、39 dpf
から 72 時間 RA に暴露した。上記と同様に飼育水を交換した。暴露を行った
後、通常海水に戻して、56 dpf まで飼育した。 
 
2. 3 - 4 供試魚の固定 
サンプルの固定は、G 期からの RA 暴露実験では、RA 暴露直前(29 dpf)、暴
露 24時間後(30 dpf)、暴露 72時間後(32 dpf)、通常海水に戻して 21日後(53 dpf)、
90 日後(121 dpf)の計 5 回行った。固定は MS222 で麻酔後に行った。29 dpf、
30 dpf、32 dpf のサンプリングでは、各区から 20 匹ずつ取り上げ、10 匹ずつ
4 % PFA およびブアン液で 4 ℃、24 時間固定し、それぞれメタノールおよび
24 
 
エタノールに置換して-30 ℃に保存した。53 dpf のサンプリングでは、各区 20
尾ずつ水槽に残し、残りを全部 4 % PFA あるいはブアン液で固定した。残した
20 匹は 121 dpf まで飼育し、10 %ホルマリン海水で固定した。 
I 期からの RA 暴露実験では、39 dpf、42 dpf、56 dpf の計 3 回固定を行っ
た。各実験区から 10 匹ずつ取り上げ、3 匹と 7 匹を 4 % PFA およびブアン液
で固定し、保存した。 
 





pGEM-Teasy (Promega, Southampton, UK )を使ってクローニング後、塩基配列
を解読した。qPCR 用プライマーは、Primer Express 3.0 (Life Technologies 
Applied Biosystems )を用いて設計した(Table 3)。 
左右皮膚で発現強度に差のある遺伝子を探索することを目的として、F 期か
ら稚魚までの各発生段階に有眼側皮膚と無眼側皮膚を採集した。F～I 期仔魚で
は 10 匹、稚魚では 5 匹から組織を採取しそれらをまとめて 1 検体とし、それ
ぞれ 8 検体を調製した。 
RA 暴露実験では、G 期からの暴露実験(72 時間曝露)の場合、曝露開始から
24 時間(30dpf)、48 時間(31dpf)および 72 時間(32dpf)に 10 匹ずつ、暴露終了
から21日後期(53dpf)に5匹の皮膚片を採取しそれらをまとめて1検体とした。
各サンプリングポイントで、左皮膚を 3 検体、右皮膚を 3 検体ずつ準備した。 
I 期からの RA 暴露実験では、暴露開始 72 時間(42dpf)に 10 匹、暴露終了か
ら 14 日後期(56dpf)に 5 匹の皮膚皮膚片を採取しそれらをまとめて 1 検体とし
た。各サンプリングポイントで、左皮膚を 3 検体、右皮膚を 3 検体ずつ準備し
た。 
Total RNA 抽出には、ISOGEN with Spin Column (NIPPON GENE CO., 
LTD.)を使い、マニュアルに従って操作した。逆転写反応は PrimeScript™ RT 
reagent Kit with gDNA Eraser(TaKaRa Bio Inc.)を使い、マニュアルに従って
操作した。リアルタイム PCR反応は SYBR Premix Ex Taq™ Ⅱ (TaKaRa Bio 
Inc.) を用いて、Applied Biosystems StepOne™ and StepOnePlus™ Real 
Time PCR System で行った。 





2. 3 - 6 培養実験での RAの影響解析 
G と H 期ヒラメ仔魚から左右の皮膚皮膚片を採取し(約 5 mm 四方)、5 匹の
片を 5 ml の培養液中(5% 牛胎児血清、抗生物質を含む DMEM 培地)で、20 ℃
で培養した。RA 区では、RA ストック液を 500 nM RA になるよう添加し、対
照区では、同量の DMSO を添加した。添加から 72 時間後、培養片を 4% PFA
で固定し、gch2 陽性色素芽細胞を WISH 法により検出した。 
WISH 法で染色した皮膚片の写真を撮り、1 mm2当たりの gch2 陽性色素芽
細胞を計数した。細胞密度および左右比を Excel 2010 (Microsoft)を用いて算
出し、student’s t-test により有意差の検定を行った(p <0.05 で有意差ありとし
た)。 
 
2. 3 - 7 in situ hybridization 
 1. 3-5 に記載した通りに行った。皮膚の片培養では、1.8%過酸化水素水処理
により脱色した後に WISH を行った。 
 
2. 3 - 8 写真撮影と図表の作成 
1. 3-6 に記載した通りである。 
 
 
2. 4 結 果 
 













ことで、背腹の色素パターンが形成されたことが明らかになった(Fig.1 C, E)。 
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2. 4 - 2 トラフグの背腹で発現差がある色素形成関連遺伝子のスクリーニング 








2. 4 - 3 ヒラメの左右皮膚で発現差がある遺伝子の探索 
上記の実験においトラフグの背腹で発現強度に顕著な差が認められた gch1、
mc1r、mc4r、dio2 および zic1、それらに加えて色素胞分化の上流遺伝子 gch2、
sox10b、tbx15、asip について、qPCR 法により F～稚魚期ヒラメの左右皮膚








2. 4 - 4 G～H期ヒラメ仔魚の RA 暴露実験 
RA による無眼側黒化に対して感受性が高い G 期ヒラメ仔魚を 500 nM RA
に 72時間暴露し、その後通常海水に戻して無眼側黒化の形成過程を観察した。
RA 暴露終了時の仔魚は H 期で、成体型黒色素胞はまだ分化していない (Fig. 
3C, D)。RA 処理個体は対照と比べて体色が黒いが、仔魚型黒色素胞の密度は
両区とも 7～12 細胞/1mm2 (n=10)で差はなく、RA 処理個体では黒色素胞が拡
散しているために体色が黒くなっていることが分かった(Fig. 3C-F)。 
RA暴露後21日目( 53 dpf )の対照区では、有眼側で成体型黒色素胞が分化し、
体色の左右差が形成されていたが、RA 暴露区では、無眼側でも成体型黒色素
胞が分化し、体色の左右差形成が損なわれていた(Fig. 3G-J)。曝露後 90 日経
過すると(121 dpf)、RA 暴露個体では無眼側皮膚全体が黒化し、色素パターン
が有眼側化していた(Fig. 3K-N)。 
次に、RA 曝露中および曝露後 21 日目における、左右皮膚での gch1、gch2、
mc1r および sox10b 遺伝子の発現を比較し、マーカー遺伝子の発現により RA
の色素芽細胞分化への影響を解析した。qPCR 解析により、調べた 4 遺伝子と
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もに、RA 暴露開始 24 時間で既に無眼側での発現が上昇し、左右皮膚間で発現
の有意差がなくなり、その後処理 21 日後までその状態で維持された(Fig.4)。 
ISH により、対照区では、gch2 陽性細胞が曝露直後の H 期に無眼側から検
出されなくなるのに対し、RA 暴露個体では H 期以降も無眼側に gch2 陽性細
胞が分布することが観察された(Fig. 5A-F)。 
 
2. 4 - 5 I 期ヒラメ仔魚の RA暴露実験 
次に、有眼側皮膚で成体型色素胞の分化が始まった I 期における、RA 感受
性を調べた。72 時間の RA 暴露直後(42 dpf)および 14 日後(56 dpf)ともに、無
眼側皮膚に gch2 陽性の成体型色素胞の分化は認められなかった(Fig. 6A-J)。 
qPCR 法で、gch1、gch2、mc1r および sox10b 遺伝子の左右皮膚における
発現量を比較した結果でも、I 期での RA 暴露は、遺伝子発現の左右差に影響
しないことが示された(Fig. 7)。 
 
2. 4 - 6 培養実験による RA の色素前駆細胞分化への影響解析 
変態期の無眼側皮膚に色素幹細胞が分布するかどうかを検証するために、培
養皮膚片を使って、RA による色素幹細胞から色素芽細胞への分化誘導実験を
行った。この実験では、G 期および H 期仔魚の左右の皮膚片を DMSO(対照区)
および 500 nM RA 存在下で 72 時間培養後、gch2 陽性色素芽細胞を ISH 法で
検出した。また 1mm2当たりの gch2 陽性色素芽細胞の密度を計測した。 
G 期の皮膚片では、対照区および RA 暴露区ともに、左右の皮膚片から gch2
陽性色素芽細胞が検出された、両区ともに細胞密度に左右差は認められなかっ
た(Fig. 8A, B)。Fig. 4A で示したように G 期には、左右皮膚に gch2 陽性色素
芽細胞が分布しており、それらが検出されたものと考えられる。 
一方、H 期の皮膚片では、対照区では gch2 陽性色素芽細胞が有眼側から検
出され、無眼側皮膚からは検出されなかった(Fig. 8A, B)。この結果は、生体で
の観察結果 Fig. 5B と一致する。一方、RA 暴露区では、右側(無眼側)の皮膚片
からも gch2 陽性色素芽細胞が検出され、細胞密度も左右の皮膚片で差が消失
し、H 期には無眼側皮膚にも RA 感受性の色素幹細胞が分布することが示唆さ
れた(Fig. 8C, D)。 
 













2. 5 考 察  
背腹の体色パターン形成に、マウスでは Tbx15-Asip 経路が機能していること
(Hoekstra, 2006; Vrieling et al., 1994)、メダカでは zic1 遺伝子が機能してい
ること(Moriyama et al., 2012; Ohtsuka et al., 2004)が報告されている。一方、
RA がヒラメに体色異常を起こすことが分かっている(Dedi et al., 1997; Haga 
et al., 2002a; Haga et al., 2002b; Haga et al., 2002c; Tarui et al., 2006)。本章




2. 5 - 1 ヒラメの体色左右差の発生機構－zic1と tbx15の関与 
zic1 は、メダカで胚から稚魚期まで体幹部の背側半分で特異的に発現して、
背鰭と腹鰭の形態的差異、背骨の形態の背側と腹側の差異、体色の背腹の差異
を制御していることが明らかにされている(Moriyama et al., 2012; Ohtsuka et 





qPCR の解析により変態期を通じて zic1 発現に左右差は生じなかったことから、
zic1 が変態期におけるヒラメの体色左右差形成を制御する可能性は認められな
かった。 
哺乳類マウスの背腹の体色パターン形成では、転写因子Tbx15 と α-MSH のア
ンタゴニスト Asip が機能していることが示唆されている(Hoekstra, 2006; 








(gch1, gch2, mc1r, dio2)スクリーニングされ、それらがヒラメ仔魚で左右の発
現差も関与している可能性を検討した。dio2 は甲状腺ホルモン前駆体 T4 を活
性型ホルモン T3 に転換する酵素で、ヒラメの肝臓で変態期に高発現し、それに
より変態が促進されることが示唆されている(Itoh et al., 2010)。トラフグでは、
dio2 は zic1 の発現に類似するように、背側の皮膚と筋肉に発現し、腹側組織で









ている(Washio et al., 2013; Watanabe et al., 2008) 
このように、背腹の差をもたらす遺伝子 Tbx15-Asip 経路、zic1 の発現が変
態期ヒラメで左右方向に切り替えられている可能性については、否定的であっ
た。また T4 から変態ホルモン T3 への転換酵素 dio2 の発現にも左右差はなく、
体色の左右差形成に dio2 が直接関わっている可能性も低いと考えられた。 
 




る(Bagnara et al., 1979)。加えて、最近、ゼブラフィッシュでは、変態期にこの
魚種に特有なストライプパターンを形成する色素胞は、神経堤細胞から一度分化
したグリア細胞(末梢神経細胞を覆う)が、脱分化して発生することが明らかにされ










左右差が発生することが示唆されている(Washio et al., 2013)。 







が推定される。また RA による gch2 発現誘導は、RA 曝露開始 24 時間後には ISH
で検出可能なレベルまでに達していたことから、かなり短時間で起こる分化誘導
現象であると考えられた。RA が成体型の黒色素胞と黄色素胞の形成を刺激する




組織内の RA 濃度は、Aldh1a2 によるレチナールから RA への転換反応と RA
分解酵素(Cyp26a1、Cyp26b1)による不活性化による微妙なバランスによって、
局所的に調整されている(Schilling et al., 2012)。本研究では、cyp26b1 の発現
が、変態期の G～H 期に限定的に無眼側で活性化され、遺伝子発現が有眼側より
も無眼側で強い左右差が発生することが示された。なお現在のところ、ISH 法で
は皮膚から cyp26b1 の発現シグナルは検出されておらず、残念ながら cyp26b1











2. 5 - 3 レチノイン酸の体色異常への関わり 
これまでにVA過剰やRA投与による無眼側黒化に対する感受性の高い時期は、
G 期であることが報告されている(Dedi et al., 1997; Haga et al., 2002a; Haga 









とが考えられる。前述のように組織内の RA 濃度は、レチナールから RA への転
換反応と RA 分解酵素による不活性化によるバランスによって、局所的に調整さ








には黒化を誘起するが、A～B 期仔魚の RA 暴露は、変態期に有眼側白化として
異常が現れることが報告されている(Takeuchi, 2001)。また E～F 期ヒラメ仔魚を
甲状腺ホルモンに暴露すると、有眼側白化が発生する(Tagawa and Aritaki, 2005; 
Yoo et al., 2000)。変態前の仔魚期には、成体型色素胞は幹細胞として背鰭基部に
存在していることを考えると(Washio et al., 2013; Watanabe et al., 2008; 
Yamada et al., 2010)、仔魚期のRA や甲状腺ホルモン過剰は、皮膚への移動前
の色素幹細胞にダメージを与える可能性が考えられる。 
 また、α-MSH や MCH（Melanin concentrating hormone）暴露が異体類の体
色形成に影響すること(Kobayashi et al., 2009; Mizusawa et al., 2011; Yamanome 
et al., 2007)、24 時間照明でヒラメ仔魚を飼育すると、下垂体と視床下部における
体色調節ホルモン α-MSH と MCH の発現に撹乱が起こり、脳内分泌を介して体色





2. 6 図 表 お よ び 説 明  
 
Table 1. 発現解析したトラフグの色素分化関連遺伝子および zic1 遺伝子のリス





Taget gene(Takifugu) Primers sequence 5' Primers sequence 3' Product(bp)
dio1 AGGAGTTCAAGCAACTCGTC CATCTTCTCCAGGTAGGAGC 400
dio2 GAAGCTGTTCCAGATGGAGC CACCTTTCTCTGCAGTTTGC 400
dio3a ATGGGGCAGCGGCAGAAGAG GAGTTGTCCATGTTGTCCAC 400
dio3b GGCTGCTTGACTTTCTATGC TGCAGCTGCCAAAGTTGAGG 400
mc1r GCTGCGTTACCACAGCATCA GGTCGATGAGCGAGTTACAG 400
mc1r UTR GATGATGAATCAGCCGTTGG AATCGTCCTGGCAGCACACG 1000
mc4r CCTGGGTATCATCTCCCTGT GATGCGCTTGACGTGTGAAC 400
mitf a CCTCGGCATCAGCAGCTCCT GATGTGCAGACAGACATGGA 400
mitf b CAGAAGCTGAGGTCAGAGCA CGCCTGCATCTCCAACTCCT 400
kit GAAGACCTTCTCAGCTTCTC GTCCCAGCAGGACCTCATAA 400
dct ACCTTGTGCACTCCTTCCTG ATAAGGAGGAGCACCAGAAG 400
fms TCTGCAACCAGAAGTGGTAC GAGGATGCCGTAGGACCAGA 400
agouti CTGCTTTGTCCTCGCTGTGA GTGCCTGGAGATTTACAGCT 400
gch1 CGCATCACCATGCACATGTG GCAGTTCCTCACAAAAGGCT 400
gch1 UTR GTGTCTTCCAGCGAGGTGAC TGCATCAGTTGACGAGTTGC 800
pomc TCCTACTCCATGGAGCACTT GCTCCAGCGGAAGTGCTTCA 400
endthelin receptor a TGCACGGCCCTGTTCTACAC CTGGTTGTCGGAGTAACACC 400
endthelin receptor b TACTTCTGCCTGCCGTTAGC GCACGACTGCTTCTCATCCA 400
androgen receptor AACGTCAACGGGAGGATGCT CTTGGTGGGCAGCGACTGAG 400
sod1 GTCCACGCTTTTGGAGACAA TACTGAGTGATGCCGATGAC 400
sod2 GATGTGACTGCACAAGTTGC GTTCGCTCACATTCTCCCAG 400
hgf TGGGTGATCAGCACCAAGCA CTTCCCCACTTAGTGCTCCT 400
mapk1 GCATCCTGGCAGAGATGTTG GACCTGAATCCAGGCTGGAA 400
pka type 1 beta TGGGGAAGGAGGCAGCTTTG GAGGTCGGTTCATCAGCAGA 400
pka type 2 beta TCAGGGAATTGCGTGGGTCA AGTACTGACCCCTGCTACAG 400
pkc beta GTGCTGCTCTATGAGATGCT ACTCGTTCTGGTCCAGGTTC 400
dhp reductase CAGATGTGTCCCAGTTACTG GGACCCGAAATCTGCGTCAG 400
trh GGTCTGGCTTCACTGGGAGC GACGCTTGATGGTCTTGGCA 400
gdnf CAGAGGGAGCAGAGACAGAG GCTTCTTCAGCGTGTGATAC 400
asip GGCTGCAACGAGAGCTTCAG GGAGCCTTTCCGGTCCATCT 400
th ACGAGCTGCTGGGTCACGTC GATGAAGTAGACCGGCTGGT 400
lef-1 GGTTCTCGCACCACATGGTG AGAGCTGCATGTGGAGCTGC 400
pa EF 1 alpha AGATCCACATCAACATCGTG TTCGATCATGTTGTCTCCGT 600
zic1 CAGTATCCCACCATAGGAGT TTCTTGCGGTCACTGCTGTT 1000
33 
 
Table 2. RT-PCR 解析によるトラフグの背腹皮膚，背腹骨格筋における色素胞





Taget gene(Takifugu) 背皮膚 腹皮膚 背筋肉 腹筋肉
dio1 ++ ++ - +
dio2 ++ - ++ -
dio3a - ++ + -
dio3b - - - -
mc1r - - - -
mc1r UTR ++ + - -
mc4r ++ - - -
mitf a - - - -
mitf b - - - -
kit ++ ++ + +
dct - - - -
fms + + - -
agouti - - - -
gch1 ++ + - -
gch1 UTR ++ + - -
pomc - - - -
endthelin receptor a + + - -
endthelin receptor b ++ + - -
androgen receptor - - - -
sod1 + + + +
sod2 + + + +
hgf - - - -
mapk1 ++ ++ ++ ++
pka type 1 beta - - - -
pka type 2 beta ++ ++ + +
pkc beta ++ ++ - -
dhp reductase - - - -
trh - - - -
gdnf - - - -
asip - - - -
th - - - -
lef-1 - - - -
pa EF 1 alpha ++ ++ ++ ++










β-actin F   CAGAGCGTGGCTACTCCTTCA
R   TCCTTAATGTCACGCACGATTT
mc1r F   TGGACGACAACGACACGAA
R   CTGCACACAGCCCAGAGAGTAT
mc4r F   GCATCTGGACGTGCTGCAT
R   GTGGTGCTCTCCGAGTAGATGA
dio2 F   GCGCAGCGTGCCTATAGAAG
R   CGCCATTCCCATTTTTTCC
gch1 F   ACCATACTGAGTGAGCTTGGAGAA
R   CGCAGCGGTGTTCGTAGAA
gch2 F   TGAAGCATCGCACATGTGTATG
R   TGTGCGGCTGTTCATCTTCT
tbx15 F   ACATCGGCACAGAGATGATCAT
R   CCGCATGGCAGGAAACAT
zic1 F   GGCTCCTCACGGCATCAC
R   CCCAACGCCACTTCTCTCTCT
asip F   CCGACCCAGCTCCAAGCT
R   CTTCACGTAGCCTGCTTTAGCA
sox10b F   GGAAGCAGAGAGGCTGAGGAA
R   GTCGCGGCTGGTATTTGTAGTC
cyp26a1 F   AGCGCTTCATGACCGAATTC
R   CCGAACGGGATGTACTGGAA
cyp26b1 F   GCAGATCTATGGGCAGACTGAA


















Fig. 2. qPCR による F～稚魚期の左右皮膚での遺伝子発現強度の比較． 青棒は
左皮膚(有眼側)、緑棒は右皮膚(無眼側)の発現を示す．⊿⊿Ct 法を用いて-actin
を内在性コントロールとして発現量を計算し，左側皮膚の発現強度を 1 とし，





Fig. 3. RA で誘導される無眼側黒化の進行過程． G 期仔魚を 72 時間 500 nM 
RA に暴露し，曝露直後，21 日後および 90 日後に皮膚を観察した．(A, B)曝露開
始時．(C-F)曝露直後．(G-J) 曝露 21 日後．(K-N)曝露 90 日後．矢じり：仔魚型










Fig. 4. qPCR による，RA 曝露が色素前駆細胞マーカー遺伝子発現の左右差にお
よぼす影響解析． G 期仔魚を 72 時間RA に暴露し，曝露開始 24 時間，48 時間，
72 時間後，曝露終了 21 日後に各遺伝子の発現量を左右皮膚で比較した．青棒は





Fig. 5. RA による無眼側皮膚における gch2 発現誘導(SISH 解析)． G 期仔
魚を 72 時間 500 nM RA に暴露し，正常海水に戻した．曝露開始 24 時間(A, D), 
72 時間(B, E)， 曝露終了から 21 日後(C, F)に gch2陽性細胞を観察した．矢じり：









Fig. 6. I 期仔魚の RA 感受性． I 期仔魚を 72 時間 RA 暴露し，曝露直後と 14







Fig. 7. qPCR による I 期仔魚の RA 感受性試験． I 期仔魚を 72 時間 RA 暴露直
後，暴露 14 日後に各遺伝子の発現量を左右皮膚で比較した．青棒は左皮膚(有眼




Fig. 8. RA による無眼側皮膚への gch2 陽性色素前駆細胞誘導の in vitro 実験．
GおよびH期ヒラメ仔魚の左右皮膚片を500 nM RA存在下で3日間培養し，gch2
発現を可視化した．(A,C) gch2 ISH．(B, D) 1mm2当たりの gch2 陽性色素芽細

























第 3 章  
レ チ ノ イ ン 酸 に よ る 脊 椎 骨 異 常 の 誘 起 機 構  
 
3. 1 要 旨 




















3. 2 序 論 










が誘起されることが明らかにされている(Haga et al., 2011)。これらの中で、
飼餌料中の過剰な VA および RA への曝露は、高率で強い脊椎骨異常を誘発す
ることが報告されている(Dedi et al., 1997; Haga et al., 1999; Negm et al., 





に RA に転換され、合成された RA は Cyp26 メンバーによって分解される仕組
みになっている(Schilling et al., 2012)。RA はさまざまな発生過程で組織分化
に機能する RA 応答性遺伝子の転写を制御し、発生で極めて重要なシグナルと
して機能することが良く知られている(Rhinn and Dolle, 2012)。例えば、胚発
生の初期段階では、胚内の RA の局所濃度は合成および分解によって厳密に制
御されることによって、胚内に RA の濃度勾配が発生し、それにより RA 応答
遺伝子の転写が部位により適切なレベルで制御され、胚の前後・背腹軸形成お
よび中枢神経系のセグメンテーションで組織分化の位置情報を与えている





用いて、RA による脊椎骨発生の分子制御システムが報告されている(Laue et 
al., 2008; Spoorendonk et al., 2008)。これらの報告では、RA には骨芽細胞の
増骨活性を促進する活性があり、cyp26b1 が骨芽細胞で発現して、細胞内 RA
レベルを一定レベルに制御することで、骨化活性を適切に維持しており、
cyp26b1 が機能しないと、細胞内の RA が過剰になり、骨芽細胞の増骨活性を
過剰に刺激して椎体癒合を起こすことが示唆されている(Laue et al., 2008; 
Spoorendonk et al., 2008)。さらに、正常仔魚を実験的に RA に暴露すると、
cyp26b1 変異体と類似の脊椎骨融合が起こることから、骨芽細胞が RA 過剰の
















と協調して椎体間関節を形成する(Fig. 5 を参照)。 
このように、硬骨魚類における脊椎骨の発生システムは、四肢動物では椎体
が内軟骨性骨化によって発生し、脊索は椎体形成後に退化するのとは著しく異
なる(Fleming et al., 2004; Inohaya et al., 2007; Kaneko et al., 2016)。また、
トラフグでは脊索鞘の外側に骨芽細胞が分布して脊椎骨を化骨するのに対し、
ゼブラフィッシュでは、骨芽細胞ではなく、脊索細胞が骨基質を合成し、脊索
鞘の内面から骨化が始まる(Fleming et al., 2004)。さらに、ゼブラフィッシュ
やメダカ成魚の脊椎骨の構造は、脊索が椎体により完全には分断されていない









まる変態中期(G 期)であることが報告されている(Haga et al., 2011; Haga et 
al., 2002c)。そこで本研究では、ヒラメを実験魚に用い、G 期仔魚を RA に曝
露することにより脊椎骨異常を誘導し、脊椎骨を形成する椎体間リガメント細










3. 3 材 料 と方法 
 
3. 3 - 1 供試魚 
2. 3-1 と同様である。 
 
3. 3 - 2 RA暴露 
2. 3-2 と同様にして、1 mM RA ストック液を調整し、100 nM と 500 nM に
なるようにストック液を海水に溶解し、対照(DMSO)区と併せて 3 つの実験区
を設けた。実験には 40 L 水槽を使い、200 匹の仔魚を収容した。RA 暴露は
29 dpf から 72 時間行った。24 時間毎に 1/2 の飼育水を交換し、RA を所定濃
度になるように加えた。暴露後、通常海水に戻して 121 dpf まで飼育した。 
 
3. 3 - 3 供試魚の固定 
2. 3-3 と同様のスケジュールで、固定を行った。 
 
3. 3 - 4 軟骨硬骨の二重染色と透明化 
メタノール保存した 4% PFA 固定サンプルに対して、既報(Walker and 
Kimmel, 2007)に従い、acid-free の alcian blue 溶液 ( 60 mM MgCl2; 0.02 % 
Alcian blue 8GX ( Sigma-Aldrich ); 70 % EtOH ) と alizarin red 溶液 ( 0.5 % 
Alizarin Red S ( Sigma-Aldrich )) を用いて、軟骨・硬骨二重染色を行った。
染色後、1.5 % H2O2; 1 % KOH で色素を脱色し、既報(Hama et al., 2011)に従
い、4 M Urea; 10 % glycerol; 0.1 % Triton X-100 でサンプルを透明化した。 
 
3. 3 - 5 Hematoxylin-Eosin (H-E) 染色 
H-E 染色は、常法に従って行った。 
 
3. 3 - 6 カルシウム染色 
カルシウム染色では、メタノール保存の 4% PFA 固定サンプルから 8 μm の
パラフィン切片を作製し、Von Kossa Calcium Stain Kit (ScyTec Laboratories, 
Logan, Utah, USA) を用いて、添付のプロトコールに従って染色を行った。 
 
3. 3 - 7 Section in situ hybridization 





3. 3 - 8 写真撮影と画像処理 
軟 X 線写真は、X 線撮影検査装置 Softex type-CSM (SOFTEX Co. Tokyo, 
Japan)を用いて、60kV・80mA で撮影した。 
他は、1. 3-6 に記載した通りである。 
 
3. 3 - 9 体長および脊椎骨異常の発生率の測定 
29dpf、32dpf、および 53dpf の PFA 固定サンプル各 20 匹について、マイク
ロメーターキャリパーを用いて全長を測定した。対照区と RA 暴露実験区の間
での比較は、t 検定(paired t -test)で行った(p <0.05 で有意差ありとした)。グ
ラフは Excel 2010 (Microsoft)を用いて作製した。 





3. 4 結 果 
 
3. 4 - 1 RA濃度と脊椎骨異常の出現率 
脊椎骨異常の進行を観察するために、最初に全処理魚に脊椎骨異常を誘起す
る RA 暴露条件を設定した。先行研究(Haga et al., 2011; Haga et al., 2002c)
を参考にして、RA 濃度を 100 nM と 500 nM に設定し、G 期仔魚を 72 時間
(29dpf～32dpf)RA に暴露し、暴露後 21 日目(53dpf)に脊椎骨異常の発生率、平
均全長および生残率を調べた。500 nM RA 暴露区では、全個体が脊椎骨異常
を示し(n = 30)(Fig. 1A)、平均全長は対照区と比べて 28.3%短く(n = 20)、短躯
症が顕著であった(Fig. 1B, E)。100 nM RA 暴露区でも脊椎骨の異常率は 80%
と高率であったが(n = 30) (Fig. 1A)、正常個体も観察された(Fig. 1B, D)。対照
区では脊椎骨の異常率は 0%であった(n = 30)(Fig. 1A, C)。53dpf での生残率は、
対照区で 87.9%、100nM RA 暴露区で 74.2%、500 nM RA 暴露区で 48.6%(n = 
140)であった。53〜121dpf における生残率は、対照区、500 nM RA 暴露区で
それぞれ 100％、75%であった。 
このように、3 日間の 500 nM RA 暴露により全個体に脊椎骨異常が誘導さ






3. 4 - 2 RA暴露開始時(29dpf)の脊椎骨 
RA 曝露を開始した G 期(29dpf)では、椎体の骨化が始まった直後で、骨化は
神経弓と血管弓基部の脊索鞘外周(アルシアンブルーで薄く青く染色されてい
た)から始まっていた(Fig. 2A-C)。ヒラメでは、神経弓と血管弓は最初に軟骨と




3. 4 - 3 RA暴露終了時(32dpf)の脊椎骨 
72 時間の RA 曝露を終了した時点(32dpf)で、仔魚は H 期に達していた。対
照区では、椎体は脊索鞘を覆うリング状構造を形成し、alizarin red で赤染さ
れる椎体と椎体間リガメントの繰り返し構造が完成した(Fig. 2D, E, H)。また、
カルシウム染色により、隣り合う椎体の間には、石灰化されない椎間リガメン
ト組織が分布することが示された(Fig. 3A, C)。SISH 法では、椎体間リガメン
ト組織の細胞は shh と sparc を強く発現し、これらプローブにより可視化され
ること、リガメント組織は脊索鞘の外側にリング状の組織を形成することが観
察された (Fig. 3E, G, I, K)。 
一方、RA 暴露区では、椎体の間に脊索が見えないほどに椎体間リガメント
領域が狭くなっていた(Fig. 2F, G, J)。この段階では、椎体の幅は対照区と RA




間リガメント組織が失われていた(Fig. 2K, L)。 
カルシウム染色により、RA 暴露区では、椎体間領域がひどく圧迫され、椎
体融合が始まっていることが分かった(Fig. 3B, D)。また SISH 観察により、椎








3. 4 - 4 RA暴露してから 21日後(53dpf)の脊椎骨 
RA 曝露から 21 日後(53dpf)の対照区では、椎体の骨化がさらに進行し、椎
51 
 






RA 暴露区では、椎体融合が脊椎骨全体で顕著で、 2〜5 個の椎体が融合し、
融合部位と融合部位の間には比較的大きな椎体間リガメント領域が存在した






μm、RA 暴露区では 240μm で (n = 5)、RA 暴露区稚魚の椎体の幅は対照区の
約 62％であった(Fig. 2Q, T)。このような結果は、RA 暴露直後には観察されて
おらず、この段階で始めて認められた。椎体融合と椎体の幅が狭くなったこと
で、顕著な短躯症が発生したものと考えられる(Fig. 1B, E)。 
 
3. 4 - 5 RA暴露してから 90日後(121dpf)の脊椎骨 
RA 曝露してから 90 日後(121dpf)の対照区では、椎体および椎体間リガメン




分布した(Fig. 4G, K)。 
RA 暴露区における平均全長(11.6cm; n = 10)は、対照区 (18.1cm; n = 10)よ
り 41%短く、重度の短躯症を示した(Fig. 4B)。軟 X 線解析により、3〜12 個の
椎体が融合しているのが観察された(Fig. 4D)。融合部の椎体は幅が対照区 (平
均 3.0 mm; n = 5)の 25％程度にまで狭まり、椎体の幅が著しく狭くなったこと




の消失は 32dpf と 53dpf では観察されなかったことから、それ以降に発生した
異常だと考えられる。神経弓の総数は、対照区(35-37; n = 10)と RA 暴露区
52 
 








骨異常の誘導率が最も高いと報告されれいる G 期(Haga et al., 1999)に行い、




な VA は、脊椎骨異常を誘発することが報告されているが(Haga et al., 2011)、
脊椎骨の RA 含量も不明である。著者の知る限り、生体内の RA 濃度が報告さ
れた例は、ニワトリ胚肢芽の 25 nM(Eichele and Thaller, 1987)、体節期のゼ
ブラフィッシュ胚の 6 nM のみである(Shimozono et al., 2013)。これらの数値
を参照すると、本研究で使用した RA 濃度(500 nM)は、正常な体内 RA レベル
















すことで、椎体融合を引き起こすが示唆されている (Laue et al., 2008; 
53 
 





et al., 2007)。この報告を参考にすると、RA によりヒラメの脊椎骨に引き起こ
される最も重大な組織障害は、椎体間リガメント組織の喪失だと言える。著者
は、RA が椎体間リガメント組織を退行変性するメカニズムについて、3 つの
可能性を考えている。第 1 は、ゼブラフィッシュで報告されているように(Laue 




メダカで報告されている(Inohaya et al., 2010)。これを参照して、第 2 の可能
性として、RA が脊髄神経底板の wnt4b 発現を抑制し、それにより椎体融合が
誘発されることが考えられる。今回の実験では、RA により脊髄神経底板の shh
発現が抑制されることが観察され、少なくとも神経底板は外因性 RA に対して
感受性を示すことが考えられる。第 3 は、RA が未知の経路を介して直接的に
椎体間リガメント組織に作用して退行変性させる可能性である。ヒラメ脊椎骨










調して椎体間関節を形成する(Kaneko et al., 2016; Schmitz, 1995)。脊椎骨異
常に関して本研究で明らかになった 3 番目の知見は、椎体融合部における脊索









割を果たす脊索鞘を合成することから(Kaneko et al., 2016)、脊索の変性は脊
椎骨異常をさらに促進することが考えられる。 
養殖種苗生産で多発する脊椎骨異常は、大部分が椎体融合を伴い、椎体融合
を誘起する様々な要因が報告されている(Haga et al., 2011)。例えば、胚期の
低酸素状態は体節に異常を誘発し、その後の仔魚発生で椎体融合となって現れ
る(Sawada et al., 2006a; Sawada et al., 2006b)。椎体間リガメント組織は胚硬

















Fig. 1. 100 および 500 nM RA 曝露による脊椎形成および全長におよぼす影響． 
(A)RA 暴露 21 日後の稚魚(53 dpf)における脊椎骨異常の発生率．(B)平均全長の比




Fig. 2. 500 nM RA曝露で発生した脊椎骨異常． G期仔魚(受精後29 dpf)を500 
nM RA に 3 日間曝露し，直後の 32 dpf，21 日後の 53 dpf に骨格を観察した．
(A,D,F,M,O)仔魚の側面．(B,E,G,N,P)アルシアンブルー・アリザリンレッドの二
重染色．(C,H,I,J,Q,T)脊椎骨の拡大．J の矢印は，神経弓の融合を示す．Q と T
は，それぞれ N と P の四角の部分を拡大である．I は、2 つの実験区の脊椎骨の
写真を重ねたものである．(K,L,R,U)脊椎骨矢状断面の H-E 染色．L と U の点線
の円は，椎体間リガメント組織の損失を示す．(S,V)Von Kossa カルシウム染色.
茶色の染色が石灰化した骨を示す．dpf： days post-fertilization； ct: 椎体; ha: 
血管弓; il: 椎体間リガメント; ilt: 椎体間リガメント組織; na: 神経弓; no: 脊





Fig. 3. RA による椎体間リガメント組織の退行変性と過剰骨化． G-H 期の 3 日
間，DMSO および 500 nM RA に曝露直後に染色を行った．(A-D) Von Kossa カル
シウム染色．(E-H) shh プローブを用いた SISH．(I-L) sparc プローブを用いた
SISH．点線の円は椎間リガメント組織の損失を示す．ct: 椎体; ilt: 椎体間リガ





Fig. 4. RA 処理 90 日後(121 dpf)の脊椎骨および形成異常． (A,B)魚の側面．
(C,D)軟 X 線画像.(E,H) C と D に白四角で示した部位のアルシアンブルー・アリ
ザリンレッドの二重染色．(F,I)脊椎骨矢状断面の H-E 染色．F では，2 つの椎体
と 1 つの椎体間関節を，それらの間の関係を明らかにするために濃い赤と青で陰
影付した．(G)脊椎骨断面の位相差顕微鏡写真．(J,K) F に四角で示した部位の拡
大．(L)椎体融合部分の拡大． dpf: days post-fertilization; ct: 椎体; fct: 融合
した椎体; ha: 血管弓; il: 椎体間リガメント; ilt: 椎体間リガメント組織; ivj: 






Fig. 5. ヒラメにおける脊椎骨の発達と形態異常の進行． (A)椎体の骨化開始．
(B,D,F)脊椎骨正常発生．(C,E,G) RA 暴露後に起こる脊椎骨異常の進行．ct: 椎
体; ha: 血管弓; ilt: 椎体間リガメント組織; ivj:椎体間関節; na: 神経弓; no: 





第 4 章  
次 世 代 シ ー ケ ン ス 解 析 に よ る レ チ ノ イ ン 酸 に よ り
発 現 変 動 す る 遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ  
 
4. 1 要 旨 
RA は発生に必須であるが、これまでの結果から、ヒラメでは過剰になると骨
異常と体色異常が誘起されることが示唆された。本章では、次世代シーケンサー
による RNA-Seq 解析により、RA により発現が変動する遺伝子を網羅的にスクリ
ーニングすることを試みた。変態期(G 期)のヒラメ仔魚を DMSO(対照区)、およ
び 500 nM RA(実験区)に 24 時間暴露した後、全身から Total RNA 抽出し、
HiSeq2000 を使って 100 bp の paired-end 法により配列を解析し、二群間で発現
量が変動した遺伝子をスクリーニングした。対照と比較して、RA 暴露により発
現量が 10 倍以上増加した遺伝子の中には、RA 分解酵素 cyp26b1 と cyp26a1 が
含まれた：発現量がそれぞれ 21 倍と 93 倍に変動した。したがって、生体内には





4. 2 序 論 
次世代シーケンサーは、一度のランで数十億リード(1 リードは 100 bp)の塩基



















に利用されている(Haas and Zody, 2010; Wang et al., 2009)。 
RNA-Seq とは、次世代シーケンサーを使って組織に発現する RNA の配列を網
羅的に解読する技術で、発現する遺伝子の配列と種類、サンプル間の遺伝子発現





る de novo 法がある(Martin and Wang, 2011)。de novo RNA-seq も現在では、
非常に効果的になり、ゲノム配列が未知の非モデル生物でも、全遺伝子レベルで
サンプル間の遺伝子発現を比較することが可能になっている(Haas and Zody, 








て、仔稚魚を RA 暴露し、対照区と併せて RNA-Seq を行い、実験区間で発現量
が変動する遺伝子を網羅的にスクリーニングした。ヒラメはゲノム配列が未知で










4. 3 材 料 と方法 
 
4. 3 - 1 供試魚 
受精後 26 日(dpf)のヒラメ仔魚をマリンテック株式会社(Tahara Aichi, 
Japan)から購入し、前述の通りに東北大学農学研究科研究室で飼育した。 
 
4. 3 - 2 RA 暴露 
購入したヒラメ仔魚から G 期の仔魚(29 dpf)を選別し、20 匹ずつ 2 つの 10 L
水槽に 収容した。 2. 3-2 と同様にして、1 mM RA ストック液を調整し、500 
nM になるようにストック液を海水に溶解し、対照(DMSO)区と併せて 2 つの
実験区を設けた。RA 暴露は 29 dpf から 24 時間行った。 
 
4. 3 - 3 Total RNA抽出 
RA 暴露 24 時間後(30dpf)に、miRNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて仔魚
全身から total RNA を抽出した。RA 曝露区、対照区からそれぞれ仔魚 5 匹を
採取し、抽出はキットのマニュアルに従って行った。 
 
4. 3 - 4 次世代シーケンス解析 
北海道システム・サイエンスへの依頼解析により、total RNA から mRNA の精
製、300 bp への断片化、cDNA への逆転写、シーケンス用アダプターのライゲー
ション、シーケンスを行った。配列の解読には Illumina HiSeq 2000 を使用し、
paired-end シーケンス法で、100 bp 塩基読み取り(リード)により塩基配列データ
を取得した。 
配列データ解析は遺伝研により Web 上に無料で提供されている pipeline 次世
代シーケンサープラットフォーム Maser を使用して、配列解析、および二群間で
有意に発現量が変動している遺伝子の検出を行った。簡単に手順を示すと、ヒラ





る blastx、NR に対する blastn を行い、各コンティグの遺伝子アノテーションを
付与し、最後に 2 つの実験区間で有意に出現頻度が変動するコンティグに関する




4. 4 結 果 
 
4. 4 - 1 リードのアセンブルとマッピング 
ヒラメはゲノム配列が未解読であるため、RNA-Seq により得られたデータの解
析は de novo トランスクリプトームアセンブルから始めた。今回の解析では、取
得されたリードは約 17 万のコンティグにアセンブルされ、コンティグの N50 (平




4. 4 - 2 RA濃度と脊椎骨異常の出現率 
RA 曝露区で、対照区に対して発現量が 10 倍以上増加したコンティグ、発現量
1/10倍以下減少したコンティグを抽出し、表に示した(Table 1, 2)。それぞれblastx
でヒットしないコンティグが 1 つ含まれたが、cDNA の非翻訳領域内の配列であ
る可能性が考えられる。 
RA 曝露により発現量が 10 倍以上増加した遺伝子には、RA 分解酵素である
cyp26b1 と cyp26a1 が含まれ、発現量はそれぞれ 21 倍と 93 倍に増加していた。
VA とその貯蔵体であるレチニールエステルとの転換を司る、レチノールエステ
ル化酵素 lrat の発現が、44 倍に増加していた。また脂肪酸のβ酸化に関与する 4
種類の酵素 acadam、csrp2、dhrs3、myom2 、分子内に酸化還元活性を有する
SH 基を持つ抗酸化酵素 txnl1 も RA により発現が強く誘導されていた。このよう
に、主に RA 代謝や脂溶性ビタミン代謝、テルペンシド代謝関連の酵素が RA に
より強く発現誘導されることが示唆された。 




4. 5 考 察 
RNA-Seq 解析により、RA 分解酵素 cyp26b1 と cyp26a1 の発現量が、RA 暴露
により極めて強く誘導されることが示された。この結果から、生体内には RA 過
剰になると、RA 分解酵素が誘導され RA を一定レベルに維持しようとする機序















4. 6 図表および説明 
 
Table 1. RA 処理により発現量が 10 倍以上増加した遺伝子のリスト． 
 




Table 2. RA 処理により発現量が 1/10 倍以下に抑制された遺伝子のリスト． 
 




























ることができた。その中には 2 種類のRA 分解酵素の cyp26b1 と cyp26a1 が含ま
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